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UPORABLJENE KRATICE 
 
SD        standardna deviacija 
CRP     C-reaktivni protein 
SR        hitrost sedimentacije eritrocitov (sedimentation rate) 
DKS     diferencialna krvna slika 
ADP     adenozin difosfat 
ATP      adenozin trifosfat 
PRP      s trombociti bogata plazma (platelet rich plasma) 
PAOB   periferna arterijska okluzivna bolezen 
GI         gleženjski indeks 
BC       levkocitni koncentrat s trombociti (buffycoat) 
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1. IZVLEČEK 
 
Izhodišča: Cilj raziskave je bil primerjati učinek alogenskega trombocitnega gela, aktiviranega 
z novo metodo, in hidrogela Tegaderm (3M, ZDA) na celjenje kroničnih ran, na spodnjih 
okončinah. 
Metode: Raziskava je bila randomizirana, dvojno slepa in nadzorovana. Obravnavali smo 60 
bolnikov: 42 moških in 18 žensk (povprečna starost 69,43 let) s kroničnimi razjedami različnih 
etiologij. Polovica bolnikov (30) je bila zdravljena z alogenskim trombocitnim gelom, 
aktiviranim na nov način, in sicer s trombinom, raztopino CaCl2, aprotininom, fibrinogenom 
in koagulacijskim faktorjem XIII, polovica (30) pa je prejela hidrogel. Obe skupini sta bili 
primerljivi glede na čas trajanja rane in njeno velikost. Zdravljenje z nanosom ustreznega 
gela smo pri vsakem od bolnikov ponovili enkrat tedensko, tri tedne zapored, nato pa zadnji 
pregled rane opravili 6 mesecev po prvi aplikaciji ustreznega gela. 
Rezultati: Za statistično analizo rezultatov smo uporabili t-test za neodvisne vzorce. 
Zdravljenje kroničnih ran z alogenskim trombocitnim gelom je bilo statistično značilno 
učinkovitejše v primerjavi z zdravljenjem s hidrogelom (p < 0,05). Šest mesecev po aplikaciji 
trombocitnega gela se je namreč povprečna površina ran v poskusni skupini zmanjšala na 
35,01 % (SD 53,7), v kontrolni skupini (hidrogel) pa na 89,95 % (SD 71,8) začetne vrednosti (p 
= 0,001). Obseg ran se je v poskusni skupini zmanjšal na 54,62 % (SD 39,8), v kontrolni pa na 
91,28 % (SD 29,3) začetne vrednosti (p < 0,001). 
Zaključki: Alogenski trombocitni gel, pripravljen z novo metodo aktivacije trombocitov, ki 
smo jo razvili v okviru doktorskega dela, predstavlja dodatno možnost zdravljenja kroničnih 
ran, zlasti v primerih, ko so druge terapevtske metode neučinkovite. 
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2. ABSTRACT 
 
BACKGROUND: The aim of the study was to evaluate the efficacy of allogenic platelet gel, 
prepared with a new method of platelet-rich plasma activation, in comparison to hydrogel, 
for treatment of chronic lower leg ulcers. 
METHODS: The study was prospective, randomised, double blind and placebo controlled. We 
included 60 patients (42 males, 18 females, mean age 69,43 years, SD 14,74) with chronic 
lower leg ulcers of different etiologies. 30 patients were treated with allogenic platelet gel 
(activated with trombin, CaCl2, aprotinin, fibrinogen and coagulation factor XIII) and 30 with 
hydrogel. Both groups were comparable regarding ulcer duration and size. The treatment 
was repeated once a week for three consecutive weeks and then the last examination was 
done 6 months after the first gel application.  
RESULTS: For statistic analysing independent samples t-test was used. Healing of chronic 
wounds with allogenic platelet gel was statistically significantly more effective compared to 
treatment with hydrogel (p<0,05). 6 months after gel application, the average wound area in 
the experimental group decreased to 35,01% (SD 53,7) of the baseline value and in the 
control group to 89,95% (SD 71,8), p=0,001. The circumference of the wounds diminished to 
54,62% (SD 39,8) of the baseline value in the experimental group, compared to the 91,28% 
(SD 29,3) in the control group (p < 0,001).  
CONCLUSIONS: Allogenic platelet gel, prepared by the new method, which we developed in 
the framework of doctoral thesis, is a good treatment option, for chronic wounds, when 
other methods are ineffective. 
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3. UVOD 
 
Problematika kroničnih ran v Sloveniji je obsežna. Po podatkih iz statistične pisarne 
Nacionalnega inštituta za javno zdravje, je incidenca 1763 novih primerov letno (podatek za 
leto 2016). Kronična rana je definirana kot rana, ki se v šestih tednih ne zaceli (1). Kljub 
sledenju sodobnim smernicam zdravljenja tovrstnih ran z različnimi oblogami, kirurškimi 
nekrektomijami in terapijo z negativnim pritiskom, še vedno naletimo na take, pri katerih so 
omenjeni pristopi neučinkoviti, saj je njihovo celjenje kljub izčrpanju možnih pristopov še 
vedno zavrto oz. odsotno.   
Kronične rane predstavljajo resen problem tako za bolnika kot za zdravnika. Mednje 
prištevamo: rane ob venski insuficienci, rane zaradi periferne arterijske okluzivne bolezni 
diabetične nevropatične, diabetične ishemične, diabetične nevroishemične ter tiste, ki 
nastanejo zaradi pritiska (preležanine oziroma dekubitusi). Tudi vsaka akutna rana ima 
določen potencial, da preide v kronično, običajno ob sočasni okužbi ali pridruženih boleznih 
(2). 
3.1 Trombociti in njihova vloga pri celjenju ran 
Trombociti so 1–3 μm veliki fragmenti celic brez jedra, ki nastanejo v kostnem mozgu z 
odlamljanjem (fragmentacijo) iz megakariocitov (3–7). Diferenciacija trombocitov poteka 
pod vplivom večih rastnih dejavnikov, med katerimi je najpomembnejši trombopoetin (4). 
Njihova življenjska doba je 7–9 dni, koncentracija v periferni krvi zdravih odraslih oseb pa 
150–350 x 109/l (5, 3, 8). Poleg svoje vloge v hemostazi, kjer preprečujejo izgubo krvi na 
mestu poškodbe, trombociti pomembno sodelujejo tudi v mehanizmih imunske obrambe in 
pri regeneraciji tkiv (4, 8, 9). 
Trombociti vsebujejo najmanj 60 vrst biološko aktivnih molekul: citoskeletne proteine, 
membransko izražene proteine (npr. adhezijske molekule, integrine), proteine vpletene v 
koagulacijo, molekule za aktivacijo celic, signalne molekule, rastne dejavnike, citokine in 
kemokine, molekule vnetnega odziva, in druge (4, 5, 10). Topne biogene molekule so v 
trombocitih shranjene v treh poglavitnih vrstah zrnc (granul) (Slika 1). Vsebina gostih zrnc, v 
katerih je več različnih biološko aktivnih snovi (npr. ADP/ATP, serotonin in Ca2+), se sprošča z 
eksocitozo (11, 12). V posameznem trombocitu je tudi 50–80 α-granul, ki ob aktivaciji v 
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okolico sproščajo številne različne kemokine in citokine (11, 12, 13). Tovrstne granule 
vsebujejo več kot 300 različnih proteinov (13, 14), med katerimi  so najpomembnejši: tri 
izomerne oblike (,  in ) trombocitnega rastnega dejavnika PDGF (platelet-derived 
growth factor), dve obliki transformirajočega rastnega dejavnika TGF- in TGF- 
(transforming growth factor- and -), rastni dejavnik vaskularnega endotelija VEGF 
(vascular endothelial growth factor) in epidermalni rastni dejavnik EGF (epidermal growth 
factor), saj vzpodbujajo začetek celjenja ran (13-16). Prav tako so pomembni tudi drugi rastni 
dejavniki, ki se nahajajo v trombocitih: fibroblastni rastni dejavnik FGF (fibroblast growth 
factor), inzulinu podobni rastni dejavnik IGF (insulin-like growth factor), trombocitni 
endotelni rastni dejavnik PDEGF (platelet-derived endothelial growth factor), trombocitni 
angiogenetski dejavnik PDAF (platelet-derived angiogenesis factor), kemokin IL-8 
(interleukin-8), tumorje nekrotizirajoči dejavnik alfa TNF- (tumor necrosis factor alpha), 
granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik GM-CSF (granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor), keratinocitni rastni dejavnik KGF (keratinocyte growth factor) in 
angiopoietin-2 Ang-2 (4). Vsi našteti biogeni dejavniki sodelujejo pri celjenju ran, saj vplivajo 
na številne, za ta proces pomebne mehanizme, kot so: celična kemotaksa, diferenciacija in 
proliferacija, odstranjevanje ostankov celic, angiogeneza, imunska modulacija, 
protimikrobno delovanje ter preoblikovanje (remodulacija) tkiva (4, 5, 13, 17). Pomembni 
znotrajcelični vezikli trombocitov so tudi lizosomi, ki vsebujejo encime (npr. katepsina D in E, 
elastaze, kisle hidrolaze), odgovorne za aktivacijo oz. indukcijo beljakovin in regeneracijo 
medceličnine (11, 12,18). 
Ko se trombociti vežejo na izpostavljene molekule poškodovanega epitelija ali na 
povezovalne fiziološke agoniste, kot so trombin, ADP, kolagen, tromboksan A2, epinefrinski 
trombocite aktivirajoči dejavnik, se aktivirajo (5). Pri tem hitro spremenijo obliko, razvijejo 
psevdopodije, kar je posledica preoblikovanja citoskeleta in agregirajo (Slika 1) (3, 4, 19). 
Trombocitna aktivacija povzroči tudi sproščanje vsebine α-granul v okolje. Do degranulacije 
pride po njihovi fuziji s trombocitno celično membrano (12, 20). Večina (95 %) predhodno 
sintetizirane vsebine se iz granul trombocitov sprosti v 1 uri po aktivaciji, dodatni biogeni 
dejavniki pa nastanejo in se sprostijo do konca njihove življenjske dobe (15). Poleg ključne 
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vloge, ki jo imajo v hemostazi, trombociti pomembno sodelujejo tudi pri imunski obrambi in 
tkivni regeneraciji (4, 12, 18). 
Za učinkovito celjenje ran je potrebno kompleksno, dobro organizirano in nadzorovano 
sosledje dogodkov kot so: celična migracija in proliferacija ter tvorba in odlaganje 
zunajceličnega matriksa. Že kar nekaj časa vemo, da imajo trombociti oz. njihovi citokini in 
rastni dejavniki osrednjo vlogo v teh procesih (21). 
                 3.2 Trombocitna plazma in trombocitni gel ter njuna klinična uporaba  
Proizvodnja trombocitne plazme PRP (platelet rich plasma) in njena klinična uporaba sta v 
nenehnem vzponu (21). 
PRP je pravzaprav koncentrat trombocitov, pridobljen s centrifugiranjem in filtriranjem sveže 
krvi. Zato so v njem koncentracije trombocitov, fibrina in rastnih dejavnikov izdatno višje kot 
v človeški krvi (22). Zaradi teh značilnosti PRP izrazito pospešuje naslednje biološke procese: 
angiogenezo, kemotakso ter celično diferenciacijo in proliferacijo, kar bistveno vpliva na 
hitrejše celjenje ran (23). Postopek priprave PRP so razvili po letu 1970. O prvi klinični 
uporabi zmesi trombocitnega koncentrata, fibrinogena in trombina kot lepila za pritrditev 
roženice in vivo so poročali leta 1975,  leta 1979 pa so trombocitni gel uporabili za celjenje 
brezšivne anastomoze živca (4, 24, 25). Ker so dokazali, da je uporaba PRP v določenih 
primerih pospešila tkivno regeneracijo ter zmanjšala vnetje in bolečine, jo v zadnjih letih 
uspešno uporabljajo na različnih kirurških področjih, zlasti v ortopediji, spinalni, oralni in 
maksilofacialni ter rekonstrutivni plastični kirurgiji (23, 26). Alogenski trombocitni gel je bil 
pri nas v kombinaciji z avtologno spongiozno kostnino prvič uporabljen za zdravljenje pri 
nezaraščanju zlomov dolgih kosti in kostnih defektov leta 2007. V študijo tovrstnega 
kliničnega zdravljenja so bili vključeni bolniki z nezaraščanjem kostnine po kompleksnih 
zlomih ali okužbah kosti. Raziskava je bila plod sodelovanja med specialisti travmatologije 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana in specialisti transfuziologi Zavoda Republike 
Slovenije za transfuzijsko medicino. Njeni rezultati so pokazali statistično značilno boljšo rast 
in večjo rentgensko gostoto kostnine, v primeru uporabe kombinacije avtologne spongiozne 
kosti in aktivirane alogenske trombocitne plazme, ki so jo po standardizirani metodi 
pripravljali na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (27, 28). 
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Na področju plastične kirurgije se je uporaba PRP razvila predvsem v povezavi z aplikacijo 
maščobnih celic, ki jih danes najpogosteje uporabljajo za obnovo obraznih kontur in 
atrofičnih lezij. Narejenih je bilo tudi nekaj raziskav o vplivu PRP na uspešnost oz. 
učinkovitost maščobnih transplantatov. Ugotovili so, da sočasna uporaba PRP in maščobnega 
tkiva deluje sinergistično, saj omogoča boljše preživetje maščobnih celic in izboljša celjenje. 
Tako kot na omenjenem področju, so opazili tudi koristnost sočasne uporabe PRP in kostnih 
presadkov za rekonstrukcijo mandibularne kontinuitete in razcepljenega trdega neba (29). 
Kljub uspešni uporabi PRP na področju kirurgije pa njena uporaba za zdravljenje kroničnih 
ran še ni tako razširjena (23). 
Pred uporabo PRP sta potrebni predhodna indukcija degranulacije trombocitov in 
polimerizacija fibrina, ki povzročita nastanek »želatinoznega strdka« oz. trombocitnega gela 
(platelet gel) (22, 30). Ključna strategija za spodbujanje celjenja ran je namreč dostava 
rastnih dejavnikov neposredno v operativne in poškodbene rane ter kronične rane z 
odloženim celjenjem, kar nam omogoča uporaba trombocitnega gela (4, 9). Mehanizem 
njegovega delovanja je molekularna in celična indukcija normalnega odziva celjenja ran, 
podobnega tistemu, ki natane ob normalni, fiziološki aktivaciji trombocitov (30, 31, 32). Tudi 
dejstvo, da fibrin spodbuja migracijo fibroblastov in depozicijo kolagena ter pospešuje tvorbo 
granulacijskega tkiva, prispeva k uporabnosti trombocitnega gela za zdravljenje poškodb 
mehkih tkiv (4, 33). 
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Slika 1: Prikaz razlik med mirujočim in aktiviranim trombocitom; povzeto po (34). 
Slika na levi je skica mirujočega trombocita z označenimi znotrajceličnimi strukturami. Sliki zgoraj levo in desno sta posneti z 
elektronskim mikroskopom, pri čemer prva (leva) prikazuje mirujoči trombocit diskoidne oblike, druga (desna) pa 
aktiviranega, ki ima bolj sferično obliko in številne psevdopodije. Sliki spodaj levo in desno sta transmisijska 
elektromikrografska prereza mirujočega (levo) in aktiviranega (desno) trombocita (34). 
PRP je plazma, ki vsebuje bistveno višjo koncentracijo trombocitov kot jih je v krvi. Njihovo 
normalno število v krvi je 150.000–350.000 /μL oz. povprečno okoli 200.000 /μL. Ker torej 
obstajajo znanstveno podprti dokazi o izboljšanju celjenja kosti in mehkih tkiv z uporabo PRP, 
ki vsebuje 1.000.000 trombocitov/μL, smo slednjo koncentracijo opredelili kot delovno PRP 
za našo raziskavo (35). V dostopni literaturi obstaja več opisov standardiziranih postopkov  
priprave PRP (35, 36). Vsak med njimi opisuje optimizirane pogoje priprave, kot sta 
temperatura in hitrost centrifugiranja, pomembne razlike med njimi pa so v različnih 
koncentracijah trombocitov v končnem izdelku. Kljub številnim različicam pa vsi temeljijo na 
odvzemu krvi in njenem centrifugiranju pri nizkih obratih, s čimer dobimo tri sedimentacijske 
plasti, in sicer zgornjo, ki vsebuje predvsem trombocite in levkocite, srednjo, bogato z 
levkociti in spodnjo, v kateri se nahajajo eritrociti. V nadaljevanju priprave PRP je potrebno 
zgornji in srednji sloj prenesti v sterilno epruveto brez dodanega antikoagulanta in vsebino 
ponovno centrifugirati pri nizkih obratih. Po odstranitvi zgornjih dveh sedimentacijskih plasti 
ostane spodnja plast, ki predstavlja PRP. Sledita aktivacija trombocitov in njihova agregacija, 
s čimer se PRP pretvori v trombocitni gel (36). 
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4. NAMEN DOKTORSKE NALOGE 
 
Z nadzorovano, prospektivno, dvojno slepo klinično raziskavo smo želeli ugotoviti, ali 
alogenski trombocitni gel, izdelan iz polproizvoda združenih koncentriranih alogenskih 
trombocitov, aktiviranih z novo metodo, in sicer s trombinom, kalcijevim kloridom, 
aprotininom in faktorjem XIII, deluje spodbujevalno na celjenje kroničnih ran spodnjih 
okončin. Primerjali smo učinkovitost alogenskega trombocitnega gela in hidrogela 
(Tegaderm; 3M, ZDA), ki se uporablja rutinsko za zdravljenje tovrstnih ran, pri čemer sta bila 
naša osnovna cilja razvoj in uporaba nove metode pridobivanja in aktiviranja trombocitnega 
gela ter uspešnejša klinična obravnava bolnikov. 
 
5. HIPOTEZA 
 
V okviru klinične raziskave smo želeli preizkusiti naslednjo raziskovalno hipotezo: 
Površinska aplikacija alogenskega trombocitnega gela, pripravljenega iz koncentriranih 
alogenskih trombocitov, ki jih aktiviramo z dodatkom trombina, kalcijevega klorida, 
aprotinina, fibrinogena in faktorja XIII, pospeši celjenje kroničnih ran spodnjih okončin bolj 
kot hidrogel. 
 
6. MATERIALI IN METODE  
 
V poteku celotnega postopka smo upoštevali lokalne in evropske predpise in omejitve za 
proizvode, ki vsebujejo tkiva in celice. Obe sodelujoči instituciji (Univerzitetni klinični center 
Ljubljana, Oddelek za kirurške okužbe in Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko 
medicino) sta pridobili akreditacijo s strani Javne agencije Republike Slovenije za zdravila in 
medicinske pripomočke (JAZMP). Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za 
medicinsko etiko (številka odločbe 114/04/12). 
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6.1 Opis preiskovancev 
Bolnikom smo podrobno razložili potek raziskave in pridobili njihova pisna soglasja za 
sodelovanje v njej. 
Vključitveni kriteriji: več kot eno leto trajajoča kronična rana na spodnji okončini, starost nad 
18 let in normalne vrednosti laboratorijskih preiskav krvi. Izključitveni kriteriji: lokalni ali 
sistemski znaki vnetja, anamneza maligne bolezni ali prisotno maligno obolenje, 
avtoimunske bolezni in nosečnost.  
Vključeni bolniki so imeli na spodnjih okončinah rane različnih etiologij: rane ob venski 
insuficienci, rane ob periferni arterijski okluzivni bolezni (PAOB), nevropatične diabetične 
rane in poškodbene rane z defektom kože.  
Izključili smo vse bolnike z dekubitusi oz. razjedami zaradi pritiska.  
V skupino bolnikov z ranami ob PAOB, smo vključili tiste z gleženjskim indeksom <0,5. Za 
PAOB oziroma zožene arterije na nogi je namreč značilen znižan gleženjski indeks (razmerje 
med sistoličnima tlakoma, izmerjenima na gležnju in nadlakti). Njegove normalne vrednosti 
znašajo od 0,91 do 1,3 (37, 38).  
Izraz kronična venska insuficienca, označuje celoten spekter morfoloških in funkcionalnih 
nenormalnosti venskega sistema, ki so vzrok za nastanek edemov in kožnih sprememb, od 
teleangiektazij do venskih razjed (39). Ob pojavu ran, pri tem stanju govorimo o III. stopnji 
venske insuficience, kamor je spadala tudi skupina bolnikov, ki smo jih obravnavani v naši 
raziskavi.  
Med rane, ki nastajajo v sklopu sladkorne bolezni, spadajo: nevropatični diabetični ulkusi, 
ishemični diabetični ulkusi in nevroishemični diabetični ulkusi. Vključeni so bili le sladkorni 
bolniki z nevropatičnimi diabetičnimi ulkusi. Pri teh smo ugotavljali zmanjšan ali odsoten 
občutek za bolečino in odsoten občutek za vibracije 128 Hz, z napravo Vibratip (VibraTip 
Vibration Sense Testing Device; William Medical, Velika Britanija) imeli pa so normalen 
gleženjski indeks (nad 0,9). 
V prospektivno, randomizirano, nadzorovano, dvojno slepo raziskavo, smo vključili 60 
bolnikov (42 moških in 18 žensk, s povprečno starostjo 69,4 let; SD = 14,7) s kroničnimi 
ranami na spodnjih okončinah, ki so nastale zaradi različnih vzrokov (skupaj 60 ran). Bolniki v 
obeh skupinah so bili primerljivi glede na čas trajanja (14,4 mesece; SD = 2,1) in velikost ran 
(povprečna površina 14,5 cm2; SD = 23,1; povprečni obseg 13,5 cm; SD = 10,8). Vključene so 
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bile kronične rane različnega izvora (n = 60), venske razjede (n = 12), arterijske razjede (n = 
12), nevropatski diabetični ulkusi (n = 30) in rane po poškodbah (n = 6). 
Trideset bolnikov smo zdravili z alogenskim trombocitnim gelom (poskusna skupina), trideset 
bolnikov pa s hidrogelom (Tegaderm; 3M, ZDA), ki se rutinsko uporablja za zdravljenje 
tovrstnih ran (kontrolna skupina). Skupini sta bili med seboj primerljivi glede na parametre 
predstavljene v Preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Primerjava poskusne in kontrolne skupine bolnikov; SD (standardi odklon) in p (statistična pomembnost razlik 
med primerjanima skupinama). 
 Poskusna skupina  
(n = 30) 
(trombocitni gel) 
  
SD Kontrolna 
skupina (n = 30) 
(hidrogel) 
SD p 
Povprečna starost 
(leta)  
67,33 14,08 71,53 15,33 0,274 
Spol (m, ž) m = 21/ž = 9  m = 21/ž = 9  1,000 
Povprečje trajanja 
rane (meseci) 
14,33 2,17 14,53 2,01 0,713 
Povprečna 
velikost rane 
(cm2) 
12,07 25,06 16,96 21,21 0,418 
Povprečni obseg 
rane (cm) 
11,62 10,53 15,46 10,84 0,170 
Sladkorna bolezen n = 15  n = 15  1,000 
PAOB (GI pod 0,5) n = 6  n = 6  1,000 
Kronična venska 
insuficienca III. 
stopnje 
n = 6  n = 6  1,000 
Poškodba  n = 3  n = 3  1,000 
 
6.2 Protokol raziskave 
Naključno razvrstitev bolnikov, ki so ustrezali vključitvenim kriterijem v dva ločena bloka 
(poskusna in kontrolna skupina) smo izvedli z bločno randomizacijo, in sicer tako, da je vsak 
drugi prejel trombocitni gel, vsak vmesni pa hidrogel. Začeli smo z aplikacijo trombocitnega 
gela prvemu bolniku, drugi je dobil hidrogel, tretji trombocitni gel, naslednji hidrogel, itn.  
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Enkrat na teden, štiri tedne zapored, nato pa še po šestih mesecih od začetka zdravljenja 
smo vse sodelujoče bolnike vabili na preglede. Pred začetkom raziskave smo jim določili 
krvno skupino (ABO, RhD). Pred začetkom in ob koncu zdravljenja smo odvzeli brise ran za 
mikrobiološke preiskave, prav tako smo ob začetku in zaključku zdravljenja spremljali 
laboratorijske preiskave krvi (hemogram z diferencialno belo krvno sliko, elektroliti, sečnina, 
kreatinin, albumin, beljakovine, železo, C-reaktivni protein, hitrost sedimentacije eritrocitov, 
jetrni testi in testi hemostaze). V raziskavo smo vključili le tiste, ki so imeli pred začetkom 
zdravljenja laboratorijske izvide krvi v mejah normalnih vrednosti in v krvi niso imeli prisotnih 
proti-trombocitnih protiteles. Pred in ob zaključku zdravljenja je bil za prisotnost proti-
trombocitnih protiteles v krvi bolnikov opravljen klasični rutinski presejalni test TR-PT/PIFT 
(platelet immunofluorescence test) na ZTM. Prikaz posameznih dejavnosti v okviru raziskave 
prikazuje Preglednica 2. 
Preglednica 2: Prikaz protokola raziskave. 
 Odvzem krvi za 
laboratorijske 
preiskave 
Odvzem brisa za 
mikrobiološke 
preiskave 
Aplikacija 
trombocitnega 
gela ali hidrogela 
Fotodokumentacija 
1. pregled 
(ob vključitvi v 
raziskavo) 
+ + - + 
2. pregled 
(po 1 tednu) 
- - + + 
3. pregled 
(po 2 tednih) 
- - + + 
4. pregled  
(po 3 tednih) 
- - + + 
5. pregled 
(po 4 tednih) 
+ + - + 
6. pregled 
(po 6 mesecih) 
- - - + 
 
6.3 Izdelava in uporaba PRP 
Možne krvodajalce, primerne za izdelavo PRP, smo izbrali na osnovi krvnih skupin AB0, RhD 
in jih najprej seznanili z vsebino in cilji raziskave, nato pa pridobili njihova prostovoljna pisna 
soglasja za testiranje, predelavo in uporabo darovane krvi. Vsa odvzeta kri je bila testirana v 
skladu z nacionalno zakonodajo, in sicer na prisotnost: sifilisa, antigena hepatitisa B (HBsAg), 
protiteles proti antigenu sredice virusa hepatitisa B (anti-HBc) in proti površinskemu 
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antigenu virusa hepatitisa B (anti-HBs), protiteles proti hepatitisu C (anti-HCV), protiteles 
proti virusu imunske pomanjkljivosti (anti-HIV 1/2/0) in antigena p24 HIV (HIVp24Ag) ter 
nukleinskih kislin  virusov hepatitisa B (HBV DNA), hepatitisa C (HCV RNA) in HIV1 (HIV1 
RNA). Slika 2 prikazuje postopke predelave krvi na Zavodu Republike Slovenije za 
transfuzijsko medicino v posamezne komponente, med katerimi je tudi levkocitni koncentrat 
s trombociti ali buffy coat (BC), ki smo ga uporabili za izdelavo PRP. 
POLNA KRI
3500 rpm, 14 min, Ts
plazma
levkocitni koncentrat s trombociti(buffy coat)
eritrociti
filtriranje
3900 rpm, 10 min, Ts
eritrociti
plazma
ERITROCITI PLAZMA
ERITROCITI
PLAZMA
Levkocitni koncentrat s trombociti
(buffy coat)
zlitje petih enot trombocitov
inaktivacija s psoralenom in UV-A
TROMBOCITI
 
Slika 2: Shematski prikaz postopkov priprave komponent krvi, ki so v uporabi na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko 
medicino. Po centrifugiranju krvi ločijo plazmo in eritrocite ter pridobijo levkocitni koncentrat s trombociti ali buffy coat (BC). 
Nato združijo BC petih krvodajalcev in v nastalem pripravku inaktivirajo levkocite s kombinacijo psoralena in ultravijolične 
svetlobe UV-A ter tako pridobijo zlite koncentrirane trombocite. Legenda: rp–obrati na minuto (rounds per minute); Ts-sobna 
temperatura. 
 
Po centrifugiranju vsake posamezne enote polne krvi so pridobljeni levkocitni koncentrat 
(BC), odvzeli iz postopka klasične priprave trombocitne plazme še pred združevanjem oz. 
zlitjem BC petih krvodajalcev. V naši raziskavi, smo za posameznega sodelujočega v poskusni 
skupini, uporabili BC enega dajalca. Zaradi tega v doktorskem delu govorimo o alogenskem 
trombocitnem gelu, ki nastane iz polprodukta združenih trombocitov. BC so  sprostili iz 
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karantene potem, ko so potrdili, da so bili vzorci krvi darovalcev negativni na virusne 
označevalce. Kriterij za njihovo uporabo pa je bilo seveda tudi ujemanje v krvnih skupinah 
darovalcev in vsakega od prejemnikov, ki mu je bil posamezen trombocitni gel namenjen. Z 
nadaljnjo obdelavo BC smo začeli najkasneje 24 ur po odvzemu krvi. Vsak posamezen BC smo 
obsevali s 30 Gy, ki jih generira 137Cs v napravi za obsevanja Gammacell 1000 Elite (Best 
Theratronics, Kanada). Trombocitnih pripravkov torej nismo obdelali s psoralenom in 
obsevanjem z UV-A, kot je to prikazano na Sliki 2, in sicer zato, ker ta postopek poškoduje 
DNA in lahko aktivira bakterije in viruse, ki bi bili morda prisotni v BC. Po obsevanju smo 
predelavo BC nadaljevali v čistih prostorih, kot to zahtevajo zakonski predpisi za obdelavo 
tkiv/celic. Najprej smo BC prenesli v centrifugirko volumna 50 ml (Corning; Sigma-Aldrich, 
Nemčija) in jo centrifugirali 8 minut pri 1.500 g (mehko centrifugiranje), brez zavore. Vrhnji 
sloj, oz. s trombociti bogato plazmo (PRP) smo prenesli v novo centrifugirko ter odvzeli 
vzorec za testiranje mikrobiološke ustreznosti (Slika 3). Slednje smo izvedli z uporabo sistema 
BD Bactec 9050 (Becton Dickinson, ZDA). Poleg tega smo v vzorcu PRP določili koncentracije 
trombocitov, eritrocitov in levkocitov. Ker predstavljajo trombociti posameznega darovalca 
standarden izdelek na ZTM, sta količini prisotnih levkocitov in eritrocitov standardizirani, 
zato smo ju določali s pomočjo predpisanega standarda v literaturi (35, 63). Vsi vzorci 
uporabljenih PRP so vsebovali med seboj primerljive količine trombocitov, ki so dosegale 
koncentracijo 1.000 × 109/L v vsakem pripravku. Povprečno število trombocitov v 
uporabljenih PRP pa je bilo 1.528,21 × 109/L (SD = 510,8). 
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Slika 3: Centrifugirka (50 mL), ki vsebuje s trombociti bogato plazmo (PRP). 
 
PRP smo do uporabe (vedno v 24 urah po pripravi), shranili pri sobni temperaturi.   
Zdravljenje bolnikov je potekalo v ambulantnem delu Oddelka za kirurške okužbe 
Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. Trombocite v PRP (20 mL) enega dajalca smo 
aktivirali v aseptični operacijski sobi, z uporabo prilagojenih odmerkov določenih sestavin 
fibrinskega lepila Beriplast P Combi-Set-1ml (CLS Behring, Nemčija). Za aktivacijo 20 ml PRP 
smo uporabili 1 ml trombina s koncentracijo 500 IE/ml + 1 ml 40 mmol kalcijevega klorida 
dihidrata (CaCl2) + 0,1 ml aprotinina s 100 KIU (KIU je enota inaktivacije kalikreina, ki ustreza 
0,056 PEU; PEU = Enota Ph. Eur., 1 PEU = 1.800 KIU) + 1 ml fibrinogena 9 mg/ml + 1ml 
koagulacijskega faktorja XIII 60mg/ml kar je 6U (1 enota oz. 1U ustreza dejavnosti faktorja 
XIII v 1 mL sveže citratne plazme zdravih darovalcev) (Slike 4, 5 in 6).  
Fibrinogen predstavlja osnovno matrico trombocitnega gela, v kateri so ujeti aktivirani 
trombociti. Trombin in CaCl2 sta aktivatorja trombocitov, aprotinin pa deluje kot 
kompetitivni inhibitor serinskih proteaz (tripsina), zato upočasni fibrinolizo. Faktor XIII pa 
deluje tako, da dodatno stabilizira fibrin. 
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Slika 4: Shema priprave in aktivacije s trombociti bogate plazme (PRP) v trombocitni gel. Legenda : Ts–sobna teperatura 
 
 
 
Slika 5: Reagenti (fibrinogen, trombin, CaCl2, aprotinin in faktor XIII), ki smo jih uporabili za aktivacijo trombocitov v PRP. 
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Slika 6: Sestav pripomočkov za aktivacijo trombocitov, ki so sestavni del kompleta fibrinskega lepila Beriplast P Combi-Set1 
ml (CLS Behring, Nemčija). 
 
Želatinasta čvrsta zmes (trombocitni gel) je nastala v 5 minutah po tem, ko smo PRP dodali 
ustrezne količine aktivacijskih komponent (Slika 7). Trombocitni gel smo nato površinsko 
nanesli na predhodno očiščeno rano najkasneje v 5,5 minutah po njegovem nastanku. 
   
Slika 7: Prikaz izgleda trombocitnega gela levo in  hidrogela desno, pred aplikacijo na rano. 
 
Predhodno toaleto rane smo opravili z lokalno uporabo komercialno dostopne antiseptične 
raztopine 0,1 % poliheksametilen-bigvanida (PHMB) + 0,1 % betaina (Prontosan; B Braun, 
Nemčija), kombinirane z mehaničnim čiščenjem dna rane s sterilno gazo. Hidrogel 
(Tegaderm; 3M, ZDA) (Slika 7 desno) ali trombocitni gel (Slika 7 levo) smo nanesli po 
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celotnem dnu vse do robov rane, in sicer po 0,5 mL/cm2. Hidrogel je komercialno pakiran v 
sterilni embalaži (plastenki) za nanos. Pred aplikacijo na rano, smo ga prenesli v graduirano 
sterilno brizgo volumna 20 ml (SOFT-JECT; Henke Sass Wolf, Nemčija), da smo lahko odmerili 
predviden volumen 0,5 mL/cm2. Kožo ob rani smo zaščitili z nevtralno mastno kremo (20 % 
olivno olje v Belobazi), samo rano pa prekrili z neadhezivno sodobno oblogo s silikonskim 
kontaktnim slojem in poliuretansko peno (Mepilex; Mölnlycke, Švedska). 
Zdravljenje s trombocitnim gelom ali hidrogelom smo izvedli enkrat na teden, tri tedne 
zapored. Po zadnji aplikaciji ustreznega gela, je bolnike v domači oskrbi na 2-3 dni previjala 
patronažna služba z enako oblogo kot med zdravljenjem pri nas (Mepilex; Mölnlycke, 
Švedska), vendar brez dodatka katerega izmed gelov. Na kontrolnem pregledu, čez 6 
mesecev od začetka zdravljenja, smo ponovili fotografiranje ran.  
            6.4 Hidrogel  
Za zdravljenje kroničnih ran bolnikov v kontrolni skupini smo, kot smo že omenili, uporabljali 
komercialno dostopni hidrogel Tegaderm (3M, ZDA), ki vsebuje vodo, propilen glikol, natrijev 
tetraborat in emulgator oz. gostilo (guar gumi). Hidrogel je sterilen in posamično pakiran v 
plastenki z aplikatorjem za lažje nanašanje na rano.   
           6.5 Potek meritev celjenja ran in merjeni parametri 
Digitalne fotografije ran, ob katere smo vedno namestili merilo, smo posneli pred začetkom 
zdravljenja, vsak teden pred nanosom enega od uporabljenih gelov ter ob koncu zdravljenja 
(čez šest mesecev). Vse slike smo posneli z digitalnim fotoaparatom Sony (SLT-A33; Sony, 
ZDA). 
Digitalne slike smo analizirali s programom WoundManagerTM (Antonic, Hrvaška) (40). 
Neodvisni preiskovalec, ki ni nanašal gelov na rane in ni poznal bolnikov, je z njegovo 
uporabo ročno povezal oz. zamejil 1 cm na merilu na sliki in nato označil robove oz. obseg 
rane. Program WoundManagerTM pa je nato izračunal  obseg in površino rane ter sam 
prepoznal različne tipe tkiva, prisotne znotraj označenega obsega. Na dnu rane je tako zaznal 
prisotnost granulacijskega tkiva, fibrina in/ali nekroze, ter nato podal odstotke njihovih 
površin in jih tudi grafično prikazal (Sliki 8 in 9).  
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Slika 8: Program WoundManagerTM prepozna in obarva različne tipe tkiva, ki pokrivajo dno rane. V predstavljenem primeru 
sta prisotna in označena  granulacijsko tkivo (rdeče) in fibrin (rumeno). 
 
 
 
Slika 9: Primer predstavitve podatkov enega izmed naših bolnikov, pridobljenih z meritvami rane, ki so bili numerično in 
grafično obdelani s programom WoundManagerTM (Antonic, Hrvaška). 
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           6.6 Statistična analiza podatkov 
Vse statistične analize (opisna statistika, t-testi) smo izvedli s programom PASW Statistics 
18.0 (IBM, ZDA). Za oceno uspešnosti celjenja kroničnih ran smo izračunali odstotke 
povprečnega zmanjšanja njihovih obsegov in površin pred zdravljenjem s trombocitnim 
gelom ali hidrogelom ter šest mesecev po njem. Statistično analizo razlik med skupinama 
(kontrolna, n = 30 in poskusna skupina, n = 30) smo izvedli s t-testom za neodvisne vzorce. 
Zanj smo se odločili zato, ker smo primerjali dve majhni skupini posameznikov. Vrednosti p, 
ki so bile manjše od 0,05, smo opredelili kot statistično pomembne.  
 
7. REZULTATI 
 
Laboratorijske vrednosti krvnih preiskav, vključno s parametri vnetja (CRP in SR) so bile v 
obeh primerjanih skupinah v normalnih mejah in se pri posameznem bolniku, pred in po 
zdravljenju, niso bistveno razlikovale (Preglednici 3 in 4). Prav tako se sestava bakterijske 
flore v brisih ran, odvzetih pred in po zdravljenju, ni statistično značilno spremenila 
(Preglednica 5).
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Preglednica 3:  Srednje vrednosti in standardni odklon izvidov laboratorijskih preiskav krvi bolnikov pred in po zdravljenju s trombocitnim gelom (poskusna skupina) ali hidrogelom (kontrolna 
skupina). Legenda: CRP (C-reaktivni protein), SR (hitrost sedimentacije), SD (standardni odklon) in p (statistična pomembnost razlik med primerjanima skupinama). 
 Trombociti pred 
zdravljenjem 
(109/L) 
Trombociti 
po zdravljenju 
(109/L) 
Levkociti pred 
zdravljenjem 
(109/L) 
Levkociti 
po zdravljenju 
(109/L) 
CRP pred 
zdravljenjem 
(mg/L) 
CRP 
po zdravljenju 
(mg/L) 
SR pred 
zdravljenjem 
(mm/h) 
SR po 
zdravljenju 
(mm/h) 
Poskusna 
skupina 
(n = 30) 
263,7 ± 63,5 264,3 ± 74,5 7,6 ± 2,0 7,3 ± 1,8 11,6 ± 10,3 9,2 ± 10,5 30,7 ± 26,1 31,5 ± 22,7 
Kontrolna 
skupina 
(n = 30) 
315,1 ±  33,5 310,5 ± 45,0 7,5 ± 1,1 7,6 ± 0,8 10,0 ± 5,9 8,8 ± 5,3 19,8 ± 9,7 17,8 ± 7,3 
p <0,001 0,005 0,849 0,413 0,462 0,878 0,036 0,003 
 
 
Preglednica 4:  Povprečne vrednosti in standardni odklon diferencialne krvne slike (DKS) pred in po zdravljenju s trombocitnim gelom (poskusna skupina) ali hidrogelom (kontrolna skupina). 
Legenda: SD (standardni odklon) in p (statistična pomembnost razlik med primerjanima skupinama). 
 Nevtrofilci 
 pred 
zdravljenjem 
(%) 
Nevtrofilci  
 po 
zdravljenju 
(%) 
Limfociti  
pred 
zdravljenjem 
 (%) 
Limfociti 
po 
zdravljenju 
(%) 
 
Monociti 
 pred 
zdravljenjem 
(%) 
Monociti 
 po 
zdravljenju 
(%) 
Eozinofilci 
pred 
zdravljenjem
(%) 
Eozinofilci 
 po 
zdravljenju 
(%) 
Bazofilci 
 pred 
zdravljenjem
(%) 
 
Bazofilci 
 po 
zdravljenju 
(%) 
Poskusna 
skupina  
(n = 30) 
62,2 ± 9,8 63,1 ± 10,3 22,7 ± 7,0 23,4 ± 7,9 7,1 ± 2,2 6,8 ± 2,0 2,2 ± 1,7 2,1 ± 1,5 0,6 ± 0,2 0,5 ± 0,3 
Kontrolna 
skupina 
(n = 30) 
65,6 ± 5,6 66,5 ± 5,2 23,9 ± 5,3 22,2 ± 6,7 7,6 ± 1,2 7,4 ± 1,6 1,2 ± 0,8 1,0 ± 0,9 0,4 ± 0,2 0,3 ± 0,1 
p 0,106 0,135 0,468 0,530 0,270 0,212 0,004 0,001 0,003 0,001 
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Preglednica 5: Sestava bakterijske flore v ranah.  Navedeno je število bolnikov,  pri katerih je bila izolirana določena vrsta bakterije pred in po zdravljenju s trombocitnim gelom (poskusna 
skupina) ali hidrogelom (kontrolna skupina). 
Patogeni 
mikroorganizem 
Poskusna 
skupina pred 
zdravljenjem 
(n = 30) 
Poskusna 
skupina po 
zdravljenju  
(n = 30) 
p Kontrolna skupina 
pred zdravljenjem 
(n = 30) 
Kontrolna skupina 
po zdravljenju 
(n = 30) 
p 
Pseudomonas 
aeruginosa 
8 7 0,573 12 13 0,326 
Morganella morgani 4 3 0,326 4 4 1,000 
Escherichia coli 6 7 0,326 4 4 1,000 
Staphylococcus aureus 13 15 0,423 12 11 0,326 
Streptococcus 
agalactiae 
3 5 0,161 5 5 1,000 
Corynebacterium 
striatum 
2 2 1,000 4 4 1,000 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
1 3 0,161 1 1 1,000 
Proteus mirabilis 1 1 1,000 2 2 1,000 
Enterococcus faecalis 2 4 0,326 1 1 1,000 
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Ugotovili smo, da je bilo zdravljenje kroničnih ran s trombocitnim gelom v primerjavi s 
hidrogelom, statistično značilno učinkovitejše (p < 0,05). Šest mesecev po aplikaciji 
trombocitnega gela se je namreč povprečna površina kroničnih ran v poskusni skupini 
zmanjšala na 35,0 % (SD = 53,7) začetne velikosti rane (100 %), v kontrolni skupini, ki je 
površinsko prejela hidrogel, pa na 89,9 % (SD = 71,8) začetne vrednosti, p = 0,001 (Graf 1). V 
poskusni skupini se je povprečna vrednost obsega ran zmanjšala na 54,6 % (SD = 39,9) 
začetne vrednosti, v kontrolni pa na 91,3 % (SD = 29,3), p < 0,001 (Graf 2). 
 
Graf 1: Sprememba povprečne površine kroničnih ran na spodnjih okončinah, šest mesecev po zdravljenju s trombocitnim 
gelom ali hidrogelom. 
 
 
Graf 2: Sprememba povprečnega obsega kroničnih ran na spodnjih okončinah, po šestih mesecih zdravljenja s trombocitnim 
gelom ali hidrogelom. 
V nadaljevanju prikazujemo slike celjenja kroničnih ran šestih bolnikov iz poskusne in šestih 
iz kontrolne skupine.     
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Poskusna skupina (trombocitni gel) 
 
             
     Pred zdravljenjem              Po enem tednu                Po dveh tednih            Po treh tednih             Po šestih mesecih 
 
Primer 1 
(venska razjeda) 
  
  %  obsega rane:     100               83,6                                    60,6                                   50                                37,5 
   %  površine rane: .100               73,9                                    36,9                          .        27,4                             13,7 
 
Primer 2 
(poškodbena rana) 
  
 % obsega rane:   100                       91,9                                  81,1                                  79,7                                22,9 
 % površine rane:100                        89,6                                  72,4                                  58,6                                  6,9 
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           Pred zdravljenjem          Po enem tednu               Po dveh tednih               Po treh tednih               Po šestih mesecih 
 
Primer 3 
(diabetična nevropatična rana) 
  
  % obsega rane:   100                     89,5                                  79,6                                 83,1                                58,7 
   % površine rane: 100                    75,8                                  53,0                                 52,3                                  7,6     
 
                                
Primer 4 
(diabetična nevropatična rana) 
  
  % obsega rane:      100                84,4                                    65,3                                  48,2                                   31,1 
  % površine rane:    100                69,8                                    39,0                                  21,9                                     7,4 
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Pred zdravljenjem                   Po enem tednu                   Po dveh tednih                Po treh tednih               Po šestih mesecih 
 
Primer 5 
(diabetična nevropatična rana) 
  
  % obsega rane:        100                   85,6                                 64,3                                50,0                                  35,2                           
  % površine rane:      100                   70,0                                 37,8                                25,0                                    7,8                      
                            
 
Primer 6 
(arterijska rana) 
  
 % obsega rane:    100                        87,5                                50,0                                  47,5                                   40,0 
 % površine rane: 100                         66,6                                25,0                                  14,6                                     8,3 
 
Slika 10: Fotografije kroničnih ran spodnjih okončin šestih bolnikov, ki smo jih  zdravili s trombocitnim gelom (poskusna skupina), posnete v različnih časovnih obdobjih.  
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 Kontrolna skupina (hidrogel) 
 
     Pred zdravljenjem                 Po enem tednu                     Po dveh tednih                    Po treh tednih                Po šestih mesecih 
 
Primer 1 
(arterijska rana) 
         
 %  obsega rane:   100                        104                                    112,9                                    107,5                                   113,9 
 % površine rane:  100                        109                                      84,8                                     83,4                                      95,7 
 
 
Primer 2 
(venska razjeda) 
  
 %  obsega rane:    100                      85,1                                       80,2                                      67,0                                    61,8                             
 %  površine rane: 100                       68,9                                      63,4                                      43                                        40,7 
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          Pred zdravljenjem               Po enem tednu                    Po dveh tednih                  Po treh tednih                Po šestih mesecih 
 
Primer 3 
(diabetična nevropatična rana) 
               
   %  obsega rane:     100                     93,5                                    71,2                                      72                                     54,9 
   %  površine rane:  100                      98,6                                    44,0                                    43,3                                    26,2 
 
                                
Primer 4 
(venska razjeda) 
  
 %  obseg rane:      100                         80,9                                    97,5                                      76,3                                  95,7 
 %  površina rane: 100                         96,7                                     97,3                                      68,2                                  79,5 
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            Pred zdravljenjem              Po enem tednu                     Po dveh tednih                    Po treh tednih                   Po šestih mesecih 
 
Primer 5 
(poškodbena rana) 
  
  % obsega rane:     100                        97,5                                       55,9                                         55                                        36,4 
  %  površine rane:  100                        89,5                                       29,5                                        24,2                                      12,6 
 
Primer 6 
(diabetična nevropatična rana) 
  
 %   obsega rane:    100                             100                                     118,5                                   96,3                                      85,2 
 %   površine rane: 100                               99                                      120                                    100                                         80 
Slika 11: Fotografije kroničnih ran spodnjih okončin šestih bolnikov, ki smo jih  zdravili s hidrogelom (kontrolna skupina), posnete v različnih časovnih obdobjih. 
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Med vrstami kroničnih ran v skupini bolnikov, zdravljenih s trombocitnim gelom, je bilo 
enako število diabetičnih nevropatičnih (n = 15) in nediabetičnih (n = 15) razjed. Med 
nediabetičnimi (n = 15) so bile prisotne razjede venske etiologije (n = 6) ter arterijski (n = 6) 
in poškodbeni ulkusi (n = 3). Tako diabetične nevropatične kot nediabetične razjede so se na 
zdravljenje s trombocitnim gelom odzvale podobno, saj nismo zaznali nobene statistične 
razlike (p = 0,157 za zmanjšanje povprečne površine in p = 0,121 za zmanjšanje povprečnega 
obsega). 
S primerjanjem razlik zmanjšanja povprečnih površin različnih vrst ran v parih, prav tako 
nismo zaznali statistično pomembnih razlik: nevropatične diabetične in venske (p = 0,321), 
nevropatične diabetične in arterijske (p = 0,596), venske in arterijske (p = 0,427), venske in 
poškodbene (p = 0,524), nevropatične diabetične in poškodbene (p = 0,631) ter arterijske in 
poškodbene (p = 0,865). Podobne, statistično neznačilne rezultate smo dobili tudi s 
primerjanjem zmanjševanja povprečnega obsega različnih vrst ran v parih: nevropatične 
diabetične in venske (p = 0,295), nevropatične diabetične in arterijske (p = 0,758), venske in 
arterijske (p = 0,379), venske in poškodbene (p = 0,687), nevropatične diabetične in 
poškodbene (p = 0,619) ter arterijske in poškodbene (p = 0,721). 
Prav tako kot v poskusni je bilo tudi v kontrolni skupini bolnikov, zdravljenih s hidrogelom 
prisotno enako število nevropatičnih diabetičnih (n = 15) in nediabetičnih (n = 15) razjed. 
Med nediabetičnimi (n = 15) so bile v kontrolni, tako kot v poskusni skupini številčno enako 
zastopane razjede venske etiologije (n = 6), arterijske (n = 6) in poškodbene rane (n = 3). Tudi 
v kontrolni skupini so se nevropatične diabetične in nediabetične rane, zdravljene s 
hidrogelom odzivale podobno, brez statistično značilnih razlik med njimi (p = 0,351 za 
zmanjšanje povprečne površine in p = 0,399 za zmanjšanje povprečnega obsega ran). 
Primerjava razlik zmanjšanja povprečnih površin različnih vrst ran v parih, tako kot v 
poskusni skupini ni pokazala nobenih statistično značilnih razlik: nevropatične diabetične in 
venske (p = 0,105), nevropatične diabetične in arterijske (p = 0,207), venske in arterijske 
(p = 0,061), venske in poškodbene (p = 0,130), arterijske in poškodbene (p = 0,507) ter 
nevropatične diabetične in poškodbene (p = 0,971). Podobne rezultate smo dobili tudi s 
statističnim primerjanjem zmanjševanja povprečnega obsega različnih vrst ran v parih: 
nevropatične diabetične in venske (p = 0,122), nevropatične diabetične in arterijske 
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(p = 0,289), venske in arterijske (p = 0,054), venske in poškodbene (p = 0,316), arterijske in 
poškodbene (p = 0,508) ter nevropatične diabetične in poškodbene (p = 0,825). 
Pri nobenem izmed bolnikov, zdravljenim z alogenskim trombocitnim gelom, ni prišlo do 
maceracije okolice kože rane, medtem ko smo ta pojav opazili pri 75 % bolnikov v kontrolni 
skupini (Slika 14). Pri tem pa moramo poudariti, da je bila koža v okolici ran v obeh skupinah 
bolnikov zaščitena na enak način s kremo, ki je vsebovala 20 % olivnega olja. 
 
 
Slika 12: Fotografija primera maceracije kože v okolici kronične rane bolnika, ki smo ga zdravili s hidrogelom. 
Med površinskim zdravljenjem kroničnih ran spodnjih okončin z alogenskim trombocitnim 
gelom nismo opazili nobenih sistemskih ali lokalnih neželenih učinkov. Zanimivo je tudi 
dejstvo, da v krvi bolnikov, ki so prejeli trombocitni gel, 6 mesecev po koncu terapije nismo 
odkrili trombocitnih protiteles, kar pomeni, da ni prišlo do alosenzibilizacije. 
 
8. RAZPRAVA 
 
Kronične rane so razlog za bolečine, zmanjšano pokretnost ter slabšo kakovost življenja 
bolnikov, poleg tega pa so vir ponavljajočih se okužb (2). Zanje je značilno tudi dolgotrajno in 
težko vodljivo zdravljenje. Običajno zdravljenje tovrstnih ran z ustreznimi oblogami včasih ne 
zadošča za dosego zadovoljivega rezultata, kar med drugim pripisujemo tudi pomanjkanju 
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ključnih rastnih dejavnikov, ki so potrebni za vzpodbuditev in pospeševanje celjenja (22, 41). 
Prav zaradi tega in zaradi njihove dokazane vloge pri regeneraciji tkiv so začeli uporabljati 
trombocite za pospeševanje celjenja kroničnih ran (3, 11, 17). Do sedaj je bilo objavljenih kar 
nekaj raziskav, ki so se osredotočale na učinkovitost uporabe tako avtologne plazme, bogate 
s trombociti (PRP), kot tudi avtolognega trombocitnega gela pri celjenju kroničnih ran.  
Tako so v eni od randomiziranih raziskav avtologni trombocitni gel uporabili za zdravljenje 
kroničnih venskih razjed, a pri tem niso opazili statistično pomembnega vpliva na njihovo 
celjenje (42). Do podobnih rezultatov so prišli še v eni randomizirani raziskavi, v kateri so 
površinsko uporabljali lizate avtolognih trombocitov (43). 
S sistematično metaanalizo o učinkovitosti in varnosti avtologne PRP prav tako niso uspeli 
pokazati nobenih statistično pomembnih razlik v popolni epitelizaciji na ta način zdravljenih 
kožnih ran, v primerjavi s kontrolno skupino (26). 
V nasprotju z omenjenimi poročili pa so v pilotni raziskavi uporabe avtolognega 
trombocitnega gela, za zdravljenje venskih ulkusov uspeli dokazati, da ta v povezavi s 
kompresijskim zdravljenjem ugodno vpliva na njihovo celjenje (41). Med preiskovanci ni bilo 
resnejših zapletov, razen nekaj blagih lokalnih neželenih učinkov, zato so avtorji izrazili 
mnenje, da je zdravljenje venskih ulkusov z avtolognim trombocitnim gelom izredno varno in 
ima v tem kontekstu velik potencial (41). 
Bolj uspešni so bili raziskovalci pri zdravljenju diabetičnih nevropatskih razjed na stopalu (44, 
45, 46). Prav tako so v raziskavi na sladkornih bolnikih, z lokalno uporabo CT-102 APST, 
znatno pospešili celjenje ran v primerjavi s klasičnimi oblogami. CT-102 APST je aktiviran 
supernatant trombocitov, znan tudi pod imenom trombocitna formula za zdravljenje ran 
(angl. Platelet-derived wound healing formula). CT-102 APST so pripravili iz alogenskih 
trombocitov, pridobljenih iz krvi donorjev, ki so bili predhodno testirani na prenosljive 
infekcijske bolezni, ter jim dodali več rastnih dejavnikov (PDGF, EGF) (47). Bolniki s sladkorno 
boleznijo imajo namreč večje tveganje za nastanek periferne arterijske bolezni, poleg tega pa 
je sladkorna bolezen v povezavi s kritično ishemijo okončin neodvisno povezana s povečanim 
tveganjem za večjo smrtnost (48). 
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Obstajajo tudi podatki, da PRP zmanjša rdečino kože po terapiji z laserjem. Njena uporaba na 
opeklinah pa še ni dovolj raziskana (49). PRP je po predhodni kirurški nekrektomiji, dokazano 
učinkovito spodbudila celjenje fistul, ki so nastale v predelu preležanin bolnikov po poškodbi 
hrbtenjače (50). 
V enem od objavljenih sistematičnih pregledov strokovne literature z metaanalizo 
objavljenih rezultatov na področju zdravljenja težko zaceljivih akutnih in kroničnih ran so, v 
primerjavi s standardno uporabo sodobnih oblog ugotovili, da terapija z avtologno PRP 
izboljša tako delno kot popolno zacelitev ran (31). Pri globokih ranah in ranah z obilnim 
izločkom pa je bilo celjenje učinkovitejše ob uporabi terapije z negativnim podtlakom, v 
primerjavi s PRP (51).  
Najpogosteje je v literaturi  opisana uporaba trombocitnih gelov, pripravljenih iz avtolognih 
trombocitov. Vendar pa obstaja več prednosti uporabe alogenskih, v primerjavi z avtolognimi 
trombocitnimi pripravki. Predvsem gre za stimulativne vplive lokalnih imunskih odzivov na 
alogensko tkivo, ki privedejo do lokalnega zvišanja vnetnih dejavnikov in mobilizacije 
različnih vrst celic. Rastni dejavniki se vežejo na specifične membranske receptorje, kar 
sproži vrsto dogodkov in biokemijskih sprememb, ki vodijo do aktivacije specifičnih genov, 
celičnih delitev in proizvodnje proteinov zunajceličnega matriksa, kot so kolagen in 
proteoglikani. Histološki pregled ran, ki se celijo upočasnjeno, pokaže prisotnost le nekaj 
fibroblastov in novih kapilar ter malo vnetnih celic. Nasprotno pa so za normalno zdravljenje 
rane, značilni obilna infiltracija tkiva z mononuklearnimi celicami, zlasti makrofagi ter 
prisotnost številnih fibroblastov in razrast novih kapilar (47). 
Poleg tega je zelo pomembno tudi dejstvo, da so alogenske enote trombocitne plazme, ki jih 
redno izdelujejo v krvnih bankah, na voljo v večjih količinah, varne, cenovno dostopne in 
predstavljajo standardizirane krvne pripravke, saj v njih določajo število trombocitov ter 
zaostalih levkocitov in eritrocitov. Prav tako so standardizirani protokoli za njihovo pripravo, 
ki sledijo mednarodnim standardom tako v ZDA kot v Evropi (npr. definirane centrifugalne 
sile, temperatura, tehnike ločevanja in predelave krvi, sestava uporabljenega konzervansa 
(npr: CAPD - citrat-fosfat-dekstroza ali SAGM - raztopina natrijevega klorida, adenina in 
glukoze). (3, 52) 
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Cilj naše klinične raziskave je bil razširiti znanje o pripravi, uporabi in učinkovitosti 
trombocitnega gela, pripravljenega iz alogenske PRP z obstoječo tehnologijo. V ta namen 
smo uporabili novo metodo aktivacije trombocitov in s tem pretvorbo alogenske PRP v 
trombocitni gel, ter delovanje tega pripravka na celjenje kroničnih razjed na spodnjih 
okončinah primerjali z delovanjem hidrogela. 
V trombocitnem gelu so aktivirani trombociti ujeti v fibrinski mreži, kjer stalno proizvajajo in 
v okolico izločajo rastne dejavnike in druge topne bioaktivne snovi (4). Za optimizacijo 
aktivacije trombocitov in stabilnosti trombocitnega gela smo razvili in uporabili novo 
metodo. Klasično aktivacijo trombocitne plazme s trombinom in kalcijem (CaCl2) smo 
nadgradili z dodatkom fibrinogena (faktor I) in faktorja XIII. Prvi se ob prisotnosti trombina 
pretvori v fibrin, drugi pa okrepi navzkrižno povezavo molekul fibrina in s tem stabilizira gel. 
Dodali smo tudi antifibrinolitično molekulo aprotinin, ki zavira proteolitične encime, s čimer 
upočasni fibrinolizo ter tako izboljša  konsistenco in stabilnost trombocitnega gela. 
Značilnosti trombocitnih proizvodov namenjenih za transfuzijo, so natančno določene, 
medtem ko so minimalne zahteve za plazmo, bogato s trombociti (PRP), manj definirane 
(53). Čeprav bi lahko rekli, da obstaja določen konsenz glede najmanjšega še ustreznega 
števila trombocitov v končnem izdelku, torej PRP, pa pogosto manjkajo podatki o prisotnosti 
in številu drugih vrst krvnih celic v PRP, ki lahko pomembno vplivajo na njeno učinkovitost 
(14, 34). Tako levkociti proizvajajo in izločajo citokine, ki so katabolno aktivni in lahko 
vplivajo na vnetno fazo procesa celjenja ran, po drugi strani pa imajo lahko tudi pomembno 
vlogo pri protimikrobnem delovanju PRP (54). V določenem delu literature so navedeni 
pozitivni učinki levkocitov v trombocitnem gelu, še posebej na stimulacijo rasti hondrocitov 
in progenitornih kostnih celic (55, 56). Nekatere raziskave pa navajajo prednosti čim 
temeljitejšega odstranjevanja levkocitov iz PRP (57). 
Poročali so, da vsebuje PRP, v kateri so levkociti oz. levkocitno-trombocitna plazma, nižje 
koncentracije rastnega dejavnika vaskularnega endotelija (VEGF), epidermalnega rastnega 
dejavnika (EGF), transformirajočega rastnega dejavnika β1 (TGF-β1) ter rastnega dejavnika iz 
trombocitov (PDGF), kot PRP brez levkocitov (58, 59). V enem virov iz literature, pa smo 
zasledili nasproten podatek, da naj bi bile koncentracije TGF-β1 in PDGF višje v PRP, ki 
vsebujejo levkocite, v primerjavi s tistimi brez njih (60). Pomembna razlika med levkocitno-
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trombocitno plazmo in PRP brez levkocitov je tudi ta,  da sta aktivacija in polimerizacija 
fibrina v PRP preparatih brez levkocitov hitrejši, kar pogosto vodi do nepopolne 
polimerizacije fibrina in manjše mehanske moči strdka v primerjavi s PRP s prisotnimi 
levkociti, ki predstavlja trdno 3-D fibrinsko membrano. (61) 
Vse to govori v prid zagotavljanja vsaj minimalnih standardov za pripravo PRP, namenjenih 
nadaljnji izdelavi trombocitnega gela. Ker so trombociti posameznega darovalca 
standardiziran proizvod krvnih bank, so zanje predpisane rezidualne vsebnosti levkocitov in 
eritrocitov (62, 63). Poleg tega pa so danes predpisane tudi največje še dovoljene količine 
eritrocito in levkocitov v PRP, kar zagotavljajo s pomočjo predpisanega standarda (26, 27, 
63). 
V primerljivih raziskavah so učinke avtolognega ali alogenskega trombocitnega gela 
primerjali z učinki  fiziološke raztopine (26, 42, 48), v drugi raziskavi pa s pufersko raztopino 
(43). Opisana pa je tudi primerjava z oblogo iz hidrokoloida (31, 41, 45). V eni izmed raziskav 
pa so kontrolni skupini na rane nanašali fibrinogen in trombin (44). 
V doktorskem delu smo se odločili za primerjavo s hidrogelom (Tegaderm; 3M, ZDA), ki ga 
rutinsko uporabljamo v vsakdanji praksi zdravljenja kroničnih ran. Indiciran je za oskrbo 
preležanin, venskih razjed, diabetičnih ran, arterijskih ran, poškodbenih ran in odrgnin. 
Ugodno vpliva na celjenje ran, obloženih s fibrinskimi oblogami in nekrozami. Prav tako je 
indiciran za oskrbo granulirajočih ran.  
Med različnimi vrstami ran, ki smo jih zdravili z alogenskim trombocitnim gelom v poskusni 
skupini bolnikov, so se s celjenjem odzvale tudi venske razjede, o čemer v nekaterih dosedaj 
objavljenih raziskavah, v katerih so uporabili različne vrste  avtolognih trombocitnih 
pripravkov, niso poročali (42,43). Glede na rezultate našega dela, lahko trdimo, da je 
alogenski trombocitni gel, pripravljen z novo metodo aktivacije trombocitov, učinkovit 
pripravek za zdravljenje venskih razjed. V nadaljnih raziskavah, bi bilo smotrno raziskovati 
predvsem kako in kateri rastni dejavniki v trombocitnem gelu vplivajo na elastičnost in 
prepustnost sten venskega žilja ter osmotski gradient vodnih molekul v tkivu. 
Laboratorijske preiskave krvi smo opravili z namenom, da bi zaznali morebiten sistemski vpliv 
zdravljenja s trombocitnim gelom in hidrogelom. Ugotovili smo, da so bili v vseh primerih 
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rezultati podobni pred in po zdravljenju, kar pomeni, da uporaba hidrogela in alogenskega 
trombocitnega gela nista imeli sistemskih učinkov.  
Raziskavo bi potencialno lahko izboljšali tudi s tridimenzionalnimi meritvami kroničnih ran 
(fotodokumentacija s 3D-kamero), ki je ob začetku raziskave žal nismo imeli na voljo. S to 
metodo bi lahko spremljali spreminjanje globine ran. V okviru raziskave smo želeli jemati 
tudi biopsije dna ran za patohistološko opredelitev prisotnosti celic vnetnega odziva in 
kakovosti granulacijskega tkiva, vendar pa so bolniki zaradi bolečine ta poseg odklanjali, zato 
ga nismo izvajali. Poleg tega moramo opozoriti, da bi z biopsijo poškodovali tkivo in s tem 
izničili ugodne učinke zdravljenja. Ker tkivo po biopsiji zakrvavi, je potrebna hemostaza z 
električno pinceto (bipolatorjem). Pri tem nastane opeklina, ki je avitalni del dna rane.  
 
9. ZAKLJUČEK 
 
Naša raziskava predstavlja nov, izviren prispevek k zdravljenju kroničnih ran. Glede na 
dosegljive vire ni bil doslej še nikoli uporabljen tak način aktivacije alogenske, s trombociti 
bogate plazme (PRP), pripravljene iz polproizvoda združenih trombocitov, iz česar smo 
izdelali alogenski trombocitni gel. Že opisan način izdelave trombocitnega gela s trombinom 
in CaCl2, smo namreč nadgradili z dodatki fibrinogena, aprotinina in faktorja XIII, ki vsi 
stabilizirajo končni pripravek. Dinamika morfološkega spreminjanja aktiviranih trombocitov 
se razlikuje glede na uporabo različnih aktivacijskih agonistov. Ugotovili so, da je pospešena 
morfološka aktivnosti odvisna predvsem od uporabljene količine trombina (19). V naši 
raziskavi smo zato preizkusili in tudi uspešno uporabili višje koncentracije trombina od tistih, 
ki smo jih zasledili v dostopni literaturi. 
Rezultati našega dela so potrdili hipotezo, da je nova metoda aktivacije PRP učinkovitejša pri 
celjenju kroničnih kožnih ran različnih etiologij, v primerjavi s hidrogelom, ki ga sicer rutinsko 
uporabljamo za tretiranje tovrstnih ran. Nova metoda bi tako lahko v prihodnosti 
predstavljala standard zdravljenja kroničnih ran. Kronične rane spodnjih okončin bolnikov, ki 
smo jih zdravili z alogenskim trombocitnim gelom, pripravljenim iz PRP po novi metodi, so se 
namreč celile hitreje kot tiste, na katere smo površinsko aplicirali hidrogel. Bolnikom z 
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zaceljenimi kroničnimi ranami se seveda izrazito poveča kakovost življenja, poleg tega pa se 
hitreje vrnejo v običajen način življenja. 
Po zaključenih terapijah v poskusni in kontrolni skupini bolnikov nismo ugotovili nobenih 
znakov okužb ran, prav tako pa tudi sprememb vrst prisotnih mikroorganizmov. Terapija z 
alogenskim trombocitnim gelom je varna in neboleča, bolnike pa lahko zdravimo in 
spremljamo ambulantno. Naša nova metoda priprave alogenskega trombocitnega gela bi 
zato lahko predstavljala novo možnost zdravljenja kroničnih ran, zlasti tistih, pri katerih so 
druge vrste terapij neučinkovite. 
Z našim raziskovalnim delom smo omogočili boljšo klinično obravnavo bolnikov s kroničnimi 
ranami, ki temelji na novi metodi aktivacije alogenske trombocitne plazme. Naši izsledki 
prispevajo k napredku znanosti in nadaljnjemu razvoju regenerativne medicine.  
 
10. PERSPEKTIVE 
 
Glede na dejstvo, da se je zdravljenje kroničnih ran z novo metodo aktivacije alogenskega 
trombocitnega gela izkazalo kot učinkovito, bi ga bilo smiselno uvesti kot standardiziran in 
bolnikom dostopen način zdravljanja kroničnih ran v Univerzitetnem kliničnem centru 
Ljubljana in morebiti tudi drugje.  
Nadaljnje raziskave pa bi bilo smotrno zasnovati tako, da bi primerjali celjenje kroničnih ran z 
različno aktiviranimi avtolognimi in alogenskimi trombocitnimi geli. Zanimivo bi bilo opraviti 
tudi kvantifikacijo rastnih dejavnikov v različnih trombocitnih pripravkih in opredeliti njihove 
prispevke v procesu pospeševanja celjenja ran. Tudi spremljanje napredka oz. novih spoznanj 
na področju spreminjanja morfologije trombocitov ob stiku z različnimi aktivatorji, ponuja 
dodatne možnosti nadaljnjega razvoja in izboljšanja metod aktivacije trombocitov ter s tem 
učinkovitosti trombocitnega gela.  
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